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La presente Invention a pour objet un proc4de d'hydrolyse enzymatique de prot^ines et un appareil 
pour la mise en oeuvre du precede. 

On connalt divers precedes d'hydrolyse enzymatique de proteines qui se dfstinguent par le choix du 
substral. de I'enzyme, du degre d'hydrolyse el/ou du profil peplidique recherche, par exemple. Lorsque, 
5 pour des raisons d'assimilation de I'hydrolysal par la muqueuse inteslinale. par exemple. un profil 
peptidique relativement bien defini, notannment un profil oligopeptidique etroit est recherche, les precedes 
d'hydrolyse connus comportent generalement au morns une etape de filtration ou tamisage de I'hydrolysat. 

C*est ainsi que EP 226221 , par exemple. decrit un precede de preparation de peptides hypoallergeni- 
ques de poids moleculaire compris entre 2000 et 6000 par une ou plusieurs etapes d'hydrolyse enzymati- 
w que de proteines realisees chacune en discontinu en cuve de fermentation et terminees chacune par une 
etape d'ultrafiltration. 

US 4212889 decrit un procede de solubillsation de proteines de poisson, dans lequel en fait passer en 

continu un melange de chair de poisson et d*enzyme au travers d'une installation comprenant plusieurs 

cuves d'hydrolyse branchees en serie. 
?6 ^ La presente Invention a pour but de proposer un procede d'hydrolyse qui, tout en etant realise de 

preference en continu, permette d'egaler, voire d'ameliorer I'efficadte d'une hydrolyse en discontinu en 

cuve et qui permette d'obtenir un hydrolysat proteique presentant un degre d'hydrolyse et'ou un spectre 

peptidique bien defini et reproductible. 

A cet effet, le procede d'hydrolyse enzymatique de proteines selon la presente invention, dans lequel 
20 on soumet un substrat proteique a une hydrolyse avec une enzyme proteolytique, comprend une premiere 

etape d'hydrolyse enzymatique en cuve sous agitation et une deuxieme etape d'hydrolyse enzymatique en 

tube. De preference, en realise le present procede en continu et I'on realise la deuxieme etape d'hydrolyse 

enzymatique en tube garni d'elements melangeurs statiques. 

De meme. I'appareil pour la mise en oeuvre du present procede comprend une cuve d'hydrolyse a 
25 double manteau avec agitateur reliee en ament a un dispositif doseur de substrat et a un dispositif deseur 

d'enzyme, et reliee en aval a au meins un tube d'hydrolyse. De preference, ledit tube est garni d'elements 

melangeurs statiques. 

On a constate qu'il ^talt possible ainsi de produire, de preference en continu, avec une bonne efficacite 
et une bonne reproductibilite, un hydrolysat proteique presentant un degre d'hydrolyse et/'ou un spectre 

30 peptidique bien definis. 

Grace a ce procede et a cet appareil, II est en particulier possible de travailler avec une cuve de 
relativement faible dimension que I'on peut rempllr completement, sans laisser subsister d'espace de tete. 
et avec un tube de relativement grande dimension. On peut done realiser. de preference en continu. une 
premiere etape relativement courte, en d'autres termes une etape de lancement de I'hydrolyse dans une 

35 relativement petite cuve. et une deuxieme etape relativement longue, en d'autres termes une etape de 
finition de I'hydrolyse dans un tube presentant un volume relativement grand. II est ainsi possible de 
controler de maniere precise et simple, par exemple par I'lntermediaire de pompes volumetriques. le temps 
de reaction, autrement dit le temps de residence du substrat dans le volume total represente par la somme 
du volume de la cuve et du volume du tube. 

40 Si. pour comparaison. on desire realiser une hydrolyse dans une seuie grande cuve d'hydrolyse, le 
temps de residence d'un volume §lementaire d'hydrolysat ne peut pas etre defini de maniere precise. Ceci 
est vrai pour une hydrolyse en discontinu. les temps necessaires pour etablir des conditions donnees de 
pH et/ou de temperature, voire pour vider la cuve, par exemple, n'etant pas negllgeables. Mais ceci est 
d'autant plus vrai pour une hydrolyse en continu. pour laquelle il n'est possible de definir qu'un temps de 

45 residence moyen. M§me dans un procede tel que celui d'US 4212889 cite plus haut, le temps de residence 
ne peut guere §tre defini de maniere plus precise. 

Par centre, 11 s'avere qu'avec le procede et I'appareil selon la presente invention, le temps de residence 
d'un volume elementaire d'hydrolysat peut §tre defini de maniere remarquablement precise, le courant de 
I'hydrelysat dans le tube d'hydrolyse, de preference garni d'elements melangeurs statiques. pouvant 

50 presenter un front tres plat. 

Dans le present expose, on d§finlt un degre d'hydrolyse par I'lntermediaire de la quantity d'azote non 
proteique (NPN) d§termin6e comme le pourcentage de I'azote total non pr^cipitable ^ racide trichloraceti- 
que a 13%. 

Les teneurs en azote sent determinees par la methode Kjeldahl. 
65 Les teneurs en azote aminfe (alpha-NH2 llbre) sent determinees par reaction a la ninhydrine apres 
hydrolyse alcaline. 

Les tests de relachement de serotonine exogene marquee au tritium (serotonine-^H) sent faits sur des 
mastocytes normaux de la cavite peritoneale du rat selon la methode decrite par R.Fritsche et M.Bonzon 
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dans Int Arch Allerg Immunol 93. 289-293 (1990). 

Les tests d'inhibition ELISA sont faits avec des anticorps de lapin specifiques de la beta-lactoglobuline 
(BLG), de la serumalbumine bovine (BSA) et de la cas^lne (CAS). La sensibillte de la methode, autrement 
dil la limite de concentration de detection est de 20 ng/ml. 

5 Les analyses par chromatographie liquide haute performance (tests HPLC, profils peptidiques) sonl 
effectuees dans des conditions non denaturantes sur get a base de si lice type TSK-G2000-SW de la 
malson Toyo Soda, dont le domaine de fractionnement s'etend de 500 a 50000 Dalton, dans une colonne 
BIOSIL SEC-125 de la maison BIORAD. Les resultats sont exprim^s en % de distribution de surface des 
pics lus a 220 nm en solution phosphate 0,1 M + NaCI 0,4 M a pH 6,80 . 

70 Les analyses par electrophorese de zone en gel de polyacrylamide (tests SDS-PAGE) sont effectuees 
selon la methode decrite par Laemmli dans Nature 227, 680 et suivantes (1970). 

Le blocage de lysine est determine par HPLC et exprime en % de lysine bloquee par rapport a la 
lysine totale de I'hydrolysat. 

Par {'expression "elements melangeurs statiques". on peut comprendre des croisillons ou des lamelies 

75 ondulees metalliques ou en plastique qui se croisent ou sont imbriques les uns dans les autres et qui 
subdivisent I'espace delimite par ledit tube en une pluralite de canaux qui se croisent tout en progressant 
dans I'axe du tube. De tels elements sont commercialises par la malson Sulzer A.G.. CH-8401 Winterthur, 
sous la designation SMV, SMX ou SMXL, par exemple. 

Enfin, dans le present expose, il faut comprendre que lesdits tubes garnis d'elements melangeurs 

20 statiques sont systematiquement munis d*un double manteau. meme quand ga n'est pas precise. 

Pour mettre en oeuvre le present precede, on peut utiliser comme substrat protelque toute matlere 
premiere alimentaire riche en proteines, telle que des farines ou semoules de graines ou de tourteaux 
d'oleagineuses. des levures ou bacteries alimentaires. de la chair animate ou de poisson hachee. ou des 
laits ou derives du lait, sous forme de partlcules en suspension aqueuse ou de suspension aqueuse. par 

25 exennple. 

De preference, ledit substrat prot§ique est un substrat lactoserique contenant les proteines du 
lactoserum. notamment un lactoserum doux de fromagerie ou un lactoserum acide de caseinerie. tel quel 
ou sous forme demineralisee ou delactosee, liquide ou reconstitue. 

De preference egalement, on choisit Tenzyme dans le groupe forme par la trypsine. la chymotrypsine. 
30 la pancreatine, les proteases bacteriennes, les proteases fongiques, et leurs melanges. 

On peut melanger I'enzyme proteolytique et le substrat a raison d'une quantite d'enzyme presentant 
une activite de 0,1-12 unites Anson (AU) pour 100 g de matiere seche de substrat. 

On realise de preference la premiere etape d'hydrolyse durant 10-60 min tout en ajustant le pH et la 
temperature a des valeurs favorables a I'activite de I'enzyme, et I'on realise de preference la seconde etape 
35 d'hydrolyse durant 1-8 h en ajustant la temperature a une valeur egale ou superieure. notamment de 0- 
10* C, a la temperature de la premiere etape. 

On peut prevoir des etapes intermediaires ou complementaires. notamment une etape de melange 
preliminaire, de preference en tube garni d'elements melangeurs statiques; une etape de denaturation 
thermique, avant, au milieu de ou apres la premiere etape d'hydrolyse. notamment a I'aide d'un echangeur 
40 de chaleur ou d'un tube garni d'elements melangeurs statiques; une ou plusieurs etapes d'inactivation 
d'enzyme. en particulier apres la deuxieme etape d'hydrolyse. notamment a Taide d'un echangeur de 
chaleur et/ou d'un dispositif a injection de vapeur et/ou d'un tube garni d'elements melangeurs statiques; 
et/ou une etape de refroldissement, en particulier apres une etape de denaturation, notamment a I'aide d'un 
echangeur de chaleur ou de preference en tube garni d'elements melangeurs statiques. par exemple. 
45 On peut inactiver I'enzyme en une, ou de preference en deux etapes, une premiere etape correspon- 
dant plus precisement a une autodigestion de I'enzyme et une seconde etape correspondant plus 
precisement a une sterilisation. 

On peut egalement subdiviser ladite premiere etape d'hydrolyse en cuve en au moins deux parties 
realisees dans au moins deux cuves branch^es en serie. De m§me, on peut subdiviser ladite deuxieme 
50 etape d'hydrolyse en tube en au moins deux parties realisees en au moins deux tubes branches en serie. 
Dans ce dernier cas, on peut realiser un ajustement de pH et/ou ajouter de I'enzyme entre deux tubes 
successifs. 

Pour le ou les ajustement du pH. on utilise de preference un reactif ad§quat, soit alcalin. tel que KOH. 
NaOH ou Ca(0H)2, soit acide, tel que HCI ou HPO4, par exemple. 
65 Dans une forme de realisation preferee du present precede, on choisit comme enzyme une protease 
alcaline bacterienne. notamment celle produile par Bacillus licheniformis et commercialisee par la firme 
Novo sous la designation "alcalase", en particulier "alcalase 0.6 L" ou "alcalase 2.4 L", par exemple. 
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On a constate qu'avec cette forme de realisation pr^feree on pouvait obtenir un hydrolysat pr^sentant 
UP NPN particulierement eleve et una allergenlcite particulierement reduite. 

Pour ce faire. on peut realiser ladite premiere etape d*hydrolyse a un pH de 7,0-10.0 a 50-80 'C, de 
preference 63-73 -C. et la seconde elape d'hydrolyse a un pH de 6,5-8,0 a 55-80 -C, de preference 65- 
5 73 -C. On peul prevoir, soit avanl la premiere elape d'hydrolyse, soit entre lesdiles deux elapes d'hydroly- 
se, une etape de denaturation thermique a 80-1 20 "C. de preference a 85-95 "0. durant 30 s a 10 mln, de 
preference durant 4-6 mln. On peut ensuite inactiver I'enzyme par une etape d'autodigestion a 70-110-0, 
de preference 85-90 'C, durant 10 s a 20 min, de preference durant 2-8 min, suivie d'une etape de 
sterilisation a 1 10-150 'C, de preference 1 20-1 30 'C. durant 5 s a 5 min. de preference durant 30 s a 2 
70 min. 

Dans une autre forme de realisation preferee du present precede, on choisit comme enzyme une 
comblnaison comprenant d'une part une protease alcaline bacterienne, notamment celle produite par 
Bacillus licheniformis et commercialisee par la firme Novo sous la designation "alcalase", en partlculier 
"alcalase 0.6 L" ou "alcalase 2.4 L", et d'autre part une enzyme pancreatique, notamment la trypsine. par 
76 exemple. 

Dans cette autre forme de realisation preferee, on peut soumettre separement deux substrats, 
notamment deux substrats lactoseriques, chacun a une hydrolyse distincte, avec I'une de ces deux 
enzymes, selon le present precede, jusqu'a une etape commune, de preference jusqu'a une etape 
commune de sterilisation suivant deux etapes distinctes d'autodigestion des deux enzymes differentes. On 

20 peut egalement soumettre successlvement le meme substrat a Taction de Tune puis de I'autre de ces deux 
enzymes. On a constate en effet quVin produit d'hydrolyse des proteines du lactoserum. par exemple, 
obtenu par cette combinaison peut presenter une stabilite a la conservation particulierement bonne. 

Pour la mise en oeuvre du present precede avec une enzyme pancreatique. en particulier la trypsine, 
par exemple, notamment dans le cadre de la combinaison ci-dessus. on peut avantageusement utillser les 

25 conditions de pH et de temperature decrltes dans EP 322589 dont le contenu est integre a la presente 
description par reference. 

L'appareil pour la mise en oeuvre du precede selon la presente Invention comprend done une cuve 
d'hydrolyse a double manteau avec agitateur relie en amont a un dispositif doseur de substrat et a un 
dispositif doseur d'enzyme. et relie en aval a au molns un tube d'hydrolyse garni d'elements melangeurs 
30 statiques. 

Dans cet appareif, ledit tube peut etre dispose verticalement. son extremite inferleure etant rellee a 
ladite cuve et son extremite superieure debouchant sur une conduite de sortie. II peut aussi etre dispose 
horlzontalement ou dans toute autre position. II presente de preference une longueur superieure a quatre 
fois son diametre. 

35 De preference egalement, lesdits dispositifs doseur de substrat et doseur d'enzyme comportent chacun 
un recipient d'alimentatlon relie a ladite cuve d'hydrolyse par I'lntermedialre d'une pompe volumetrlque. 

L'appareil peut comprendre en outre un dispositif doseur de reactif comportant un recipient d'alimenta- 
tion relie a la cuve d'hydrolyse par I'lntermediaire d'une pompe volumetrique commandee par un pH metre. 
L'appareil peut egalement comprendre plusieurs cuves branchees en serie au lieu d'une seule cuve. 
40 notamment deux cuves dont I'une peut servir a une prehydrolyse. 

L'appareil peut egalement comprendre plusieurs tubes d'hydrolyse garnis d'elements melangeurs 
statiques, branches en serie en aval de la cuve par des conduites de liaison qui peuvent etre reliees en 
amont au dispositif doseur d'enzyme et au dispositif doseur de reactif. 

On peut egalement prevoir un tube garni d'elements melangeurs statiques entre lesdits dispositifs 
45 doseur d'enzyme. doseur de substrat et'ou doseur de reactif et ladite cuve. voire entre deux cuves 
successives si rappareil comprend plusieurs cuves. 

^ L'appareil pour la mise en oeuvre du precede selon la presente invention est decrit ci-apres en 
reference au dessin annexe qui en illustre, a titre d'exemple, trols formes de realisation. Dans ce dessin, 

- la Figure 1 represente schematiquement une premiere forme de realisation de l'appareil, comprenant 
50 une cuve et un tube garni d'elements melangeurs statiques, 

- la Figure 2 represente schematiquement une deuxleme forme de realisation de rappareil, comprenant 
une cuve et plusieurs tubes d'hydrolyse garnis d'elements melangeurs statiques, et 

- la Figure 3 represente schematiquement une troisieme forme de realisation de rappareil. comprenant 
deux cuves et plusieurs tubes d'hydrolyse garnis d'elements melangeurs statiques. 

55 Comme on le volt a la Figure 1, le present appareil comprend une cuve d'hydrolyse 1 a double 
manteau 2 avec agitateur 3 entraine par un moteur 4. Cette cuve est fermee de maniere etanche par un 
couvercle 5 au travers duquel passent diverses conduites et I'axe de I'agitateur 3. 
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La cuve d'hydrolyse 1 est rellee en amont par une conduite 6 ^ un dispositif doseur de substrat 7-1 1 , 
par une conduite 12 a un dispositif doseur d'enzyme 13-17, et par une conduite 18 a un dispositif doseur 
de r^actif 19-24. 

Le dispositif doseur de substrat comporte un recipient d'alimentation en subslral 7 a double manteau 8 
5 et agilateur 9 entraTne par un moteur 10. Le recipient 7 est relie a la cuve d'hydrolyse 1 par rinlermediaire 

de la pompe volunnetrique 1 1 branchee sur la conduite 6. 

Le dispositif doseur d'enzynne connporte un recipient d'alimentation en enzyme 13 a double manteau 14 

et agitateur 15 entranie par un moteur 16. Le recipient 13 est relie a la cuve d'hydrolyse 1 par 

I'intermediaire de la pompe volumetrique 17 branchee sur la conduite 12. 
70 Le dispositif doseur de reactif comporte un recipient d'alimentation en reactif 19 relie a la cuve 

d'hydrolyse 1 par I'interm^diaire d'une pompe volumetrique 20 branchee sur la conduite 18. Cette pompe 

volumetrique 18 est command^e par un pH-metre 21 dont i'electrode de mesure 24 plonge dans la cuve 1 

a travers le couvercle 5 et qui est relie electriquement (ligne hachuree 23) a un dispositif electronique de 

commande de la pompe 20 non represente. 
75 La cuve d'hydrolyse 1 est reliee en aval a un tube d'hydrolyse 25 a double manteau 26 garni 

d'elements melangeurs statiques 27 constitues de croisillons metalliques ou en plastique imbriques les uns 

dans les autres. La cuve 1 est reliee au tube 25 par une conduite sur laquelle est branchee une vanne a 

trois voies 29 destinee a permettre des prelevements d'hydrolysat dans la cuve. 

Le tube 25 est dispose verticalement, son extremite inferieure ^tant reliee a la cuve 1 et son-extremite 
20 superieure debouchant sur une conduite de sortie 30. 

La temperature d'un fluide circulant dans chacun des doubles manteaux est regulee par un dispositif 

represente symboliquement en 31 pour la cuve 1, 32 pour le recipient 7. 33 pour le recipient 13, et 34 pour 

le tube 25. 

A la Figure 2, les elements de cette deuxieme forme de realisation de I'appareil qui correspondent aux 
25 elements de la premiere forme de realisation selon la Figure 1 y sent designes par les memos chiffres de 
reference. 

Dans cette deuxieme forme de realisation, I'appareil comprend plusieurs tubes d'hydrolyse 25, 35. 36 
garnis d'elements melangeurs statiques 27, 37, 38 et branches en serie en aval de la cuve 1 par des 
conduites de liaison 39, 40 reliees en amont au recipient d'alimentation en enzyme 13 par des conduites 
30 41, 42 qui rejoignent la conduite 12 sur laquelle est branchee la pompe volumetrique 17. 

Ces conduites de liaison 39, 40 sent egalement reliees en ampnt au recipient d'alimentation en reactif 
19 par des conduites 43. 44 qui rejoignent la conduite 18 sur laquelle est branchee la pompe volumetrique 
20. 

Dans cette deuxieme forme de realisation du present appareil. on a egalement prevu un tube de 
35 melange 45 garni d'elements melangeurs statiques entre les dispositifs doseur d'enzyme. doseur de 
substrat et doseur de reactif et la cuve 1 . 

Les differents recipients d'alimentation en enzyme, en substrat et en reactif sent relies a ce tutDe 45 par 
des conduites 46, 47. 48 sur lesquelles sont respectivement branches une pompe volumetrique 49 et les 
pompes volumetriques 1 1 et 20. 
40 A la Figure 3, les elements de cette troisieme forme de realisation de I'appareil qui correspondent aux 
elements des deux premieres formes de realisation selon les Figures 1 et 2 y sont egalement designes par 
les memos chiffres de reference. 

Dans cette troisieme forme de realisation, I'appareil comprend plusieurs tubes d'hydrolyse 25, 35, 36, 
50 garnis d'elements melangeurs statiques et branches en serie en aval de la cuve d'hydrolyse 1. Cette 
45 dernlere est reliee en amont a une deuxieme cuve, en I'occurrence une cuve de prehydrolyse 51, par 
rintermedlaire d'un tube de denaturation 52 garni d'elements melangeurs statiques. 

Dans cette forme de realisation, c'est la cuve de prehydrolyse 51 qui est reliee en amont aux recipients 
d'alimentation en substrat 7 et en reactif 19. alors que le recipient d'alimentation en enzyme 13 est relie en 
aval, par les conduites respectives 56, 12 et 41, a la cuve de prehydrolyse 51. la cuve d'hydrolyse 1 et la 
50 conduite de liaison 39 des tubes d'hydrolyse 25 et 35. 

Dans cette forme de realisation, on a Egalement pr^vu des tubes d'inactlvation 53, 54 et un tube de 
refroidissement 55 garnis d'elements melangeurs statiques et branches en serie en aval du dernier tube 
d'hydrolyse 50. 

Les exemples cl-apres sont presentes a titre d'illustration du precede selon la presente invention. Les 
55 pourcentages et parties y sont donnes en poids. 
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Exemple 1 

On met en oeuvre le present precede a I'aide d*un appareil semblable a celui decrit en reference a la 
Figure 1. dans lequel la cuve d'hydrolyse presente un volume de 30 I el le lube d'hydrolyse garni 
d'elements melangeurs slaliques presenle un volume de 180 I pour une hauteur de 3 m. 

^ On utilise comme substrat un concentrat de proteines de lactoserum partiellement demineralise 
presentant une teneur en matiere seche de 20% et des teneurs respectives, en % sur matiere seche. de 
environ 23% de proteines, 1,9% de matiere grasse. 73% de lactose et 1 ,3% de cendres. 

On utilise comme enzyme de la trypsine porcine presentant une activite de 3 AU/g, a raison de 1 g 
d'enzyme pour 100 g de matiere seche du substrat, soit 3 AU pour 100 g de matiere seche du substrat. 
On utilise comme reactif du KOH 2N. 

On remplit tout d'abord la cuve de substrat. on y melange Tenzyme et I'on demarre le processus 
d'hydrolyse en discontinu a pH 7,3 a 60*0 durant 15 min. apres quoi le substrat hydrolyse presente un 
NPNde40%. 

On poursuit alors le processus en continu a un debit tel que le temps de sejour moyen du substrat 
dans la cuve soit de 30 min et le temps de sejour de I'hydrolysat dans le tube soit de 3 h. On maintient 
dans la cuve une temperature de 60'C et un pH de 7,3. On maintient dans le tube une temperature de 
60'C et on y laisse le pH flotter, de sorte quNI diminue spontanement de environ 7,3 a Tentree a environ 
6.9 a la sortie. 

20 L'hydrolysat presente un NPN de 65% au sortir du tube. 

^ Si. pour comparalson, on realise une hydrolyse du meme substrat. avec la meme enzyme, dans le 
meme rapport enzyme-substrat. en discontinu dans une cuve de 200 I, a pH 7.3 a 60 "C durant environ 7 h. 
on obtlent un hydrolysat presentant un NPN de 60%. 

25 Exemple 2 

On precede de maniere semblable a celle decrite a I'exemple 1, a I'exception du fait que lors de trois 
essals distincts on varie le volume utile de la cuve de maniere que le NPN obtenu apres le passage du 
substrat dans la cuve soit respectivement de 15. 35 et 45%. 
30 On obtient ainsi a la sortie du tube des hydrolysats presentant des NPN respectifs de 59. 63 et 66%. 

Pour comparalson, dans les memes conditions en discontinu en cuve. a savoir a pH 7,3 a 60-C avec 
un substrat a 20% de matiere seche et une quantite d'enzyme presentant une activite de 3 AU pour 100 g 
de matiere seche du substrat, on obtient en environ 7 h un NPN de 60%. 

En d'autres termes, avec le present precede, on obtient en continu un NPN superieur a celui qu'on 
35 obtiendrait en discontinu des que le substrat presente un NPN superieur a environ 35% a Tentree du tube. 

Exemple 3 

On precede de maniere semblable a celle decrite a I'exemple 1, a t'exceptlon du fait que I'on maintient 
40 dans la cuve un pH de 7,8 et une temperature de 55 • C au lieu de pH 7,3 et 60 ' C. 
On obtient a la sortie du tube un hydrolysat presentant un NPN de 70%. 

Exemple 4 

45 On met en oeuvre le present precede a I'aide d'un appareil de type semblable a celui decrit en 
reference a la Figure 2. 

On utilise comme substrat un concentrat de proteines de lactoserum presentant une teneur en matiere 
seche de 33% dent 7,5% de proteines. 

On utilise comme enzyme une protease alcaline bacterienne produite par Bacillus llcheniformis et 
60 commerclallsee par la firme Novo sous la designation "alcalase 2.4 L". qui presente une activite de 2.4 
AU/g. On utilise cette enzyme a raison d'une quantity totale de 4-8.6% sur prot^lne. soit 2,2-4,7 AU pour 
100 g de matiere seche du substrat. 

On utilise comme reactif du KOH 2N. 

Apres avoir demarre le processus de maniere adequate, on le poursuit en continu. Le debit de substrat 
65 et les dimensions des tubes et de la cuve sont determines en sorte que les temps de sejour du substrat ou 
de I'hydrolysal soient respeclivemenl de 5-10 min dans un tube de melange preliminaire garni d'elements 
melangeurs statiques precedant la cuve, de 5-8 min dans un tube de denaturation thermique garni 
d'elements melangeurs statiques branche en serie entre le tube de melange preliminaire et la cuve, de 25- 
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40 min dans la cuve (lere §tape d'hydrolyse). de 15-25 min dans un premier tube A garni d'^l^nr^ents 
melangeurs statiques suivant la cuve (tube A de la 2eme etape d'hydrolyse), de 15-25 min dans un 
deuxieme tube B garni d*elements melangeurs statiques (tube B de la 2eme etape d'hydrolyse), de 0-100 
min dans un troisieme lube C garni d'elements melangeurs statiques (lube C de la 2eme etape 
5 d'hydrolyse), de 5-20 min dans un lube d'inactlvalion garni d'elements melangeurs statiques branche en 
serie a la suite du tube C, et de 5-15 min dans un tube de refroidissemnt garni d'elements melangeurs 
statiques. 

On repartit ladite quantite totale d'enzyme en quatre parts, h savoir une premiere part de 5-15% du 
total melanges au substrat dans le tube de melange preliminaire, une deuxieme part de 30-40% du total 
10 melangee au substrat dans (a cuve, une troisieme part de 20-30% du total melangee au substrat dans ledit 
tube A et une quatrieme part de 20-30% du total melangee au substrat dans ledit tube B. 
On ajuste le pH du substrat a 7,3 jusqu'au dit tube B a partir duquel on laisse le pH flotter. 
On ajuste la temperature a 75 'C dans le tube de melange preliminaire, 85 'C dans le tube de 
denaturation thermique, 70 'C dans la cuve, 71 'C dans le tube A et le tube B. 80-105 'C dans le tube 
76 d'inactivation et 2-8 'C dans le tube de refroidissement. 

On recueille rhydrolysat ainsi produit apres le tube de refroidissement. 

Exemple 5 

20 On met en oeuvre le present precede a Taide d'un appareil de type semblable a celui decrit en 
reference a la Figure 3. 

On utilise comme substrat un concentrat de proteines de lactoserum presentant une teneur en matiere 
seche de 28% dont 7% de proteines. 

On utilise comme enzyme I'alcalase 2.4 L a raison d'une quantite totale de 2-6% sur proteine, soit 1.2- 
25 3,6 AU pour 100 g de matiere seche du substrat. 
On utilise comme reactif du KOH 2N. 

Apres avoir demarre le processus de maniere adequate, on le poursuit en continu. Le debit du substrat 
et les dimensions des tubes et des cuves sont determines en sorte que les etapes successives se 
deroulent comme suit. 

30 Dans un tube de melange preliminaire garni d'elements melangeurs statiques precedant une cuve de 
prehydrolyse, on melange 33% de la quantite totale d'enzyme avec le substrat a pH 8,7 ^ 10*0. 

On realise une premiere partie de la premiere etape d'hydrolyse dans ladite cuve de prehydrolyse 
durant 15 min a 65' 0. 

Dans un tube de denaturation thermique garni d'elements melangeurs statiques branche en serie entre 
35 ta cuve de prehydrolyse et une cuve d'hydrolyse, on chauffe a 92 durant 5 min, puis on refroidit a 65 • 0. 
Dans ladite cuve d'hydrolyse, on ajoute les 66% restants de la quantite totale d'enzyme et Ton realise 
une seconde partie de la premiere etape d'hydrolyse durant 45 min a pH 7,4 a 65*0. 

Dans trois tubes garnis d'elements melangeurs statiques et branches en serie en aval de ta cuve, on 
realise la deuxieme etape d'hydrolyse a 65'C durant 195 min. a savoir durant 65 min dans chaque tube. 
40 Le pH est ajuste a 7,4 a rentr^e de chaque tube et flotte ensuite. 

Dans un tube d'inactivation garni d'elements melangeurs statiques branch^ en serie apres les trois 
tubes d'hydrolyse, on realise une autodigestion de I'enzyme a 87*C durant 5 min. 

Dans un dispositif de chauftage par injection de vapeur branche en serie apres le tube d'inactivation, on 
realise une sterilisation a 125*0 durant 1 min. 
45 On recueille ensuite I'hydrolysat apr^s I'avoir refroidi. 

Exemple 6 

On met en oeuvre le present procede a I'aide d'un appareil semblable a celui decrit en reference a la 
50 Figure 1. dans lequel la cuve d'hydrolyse presente un volume de 2.8 1 et le tube d'hydrolyse garni 
d'elements melangeurs statiques presente un volume de 11,6 I pour une longueur de environ 5 m. 

On utilise comme substrat un concentrat de proteines de lactoserum presentant une teneur en matifere 
seche de 33% dont 7.5% de proteines. 

On utilise comme enzyme I'alcalase 2.4 L, a raison d'une quantite totale de 6,3% sur proteine, soit 3,4 
65 AU pour 100 g de maliere seche du substrat. 
On utilise comme reactif du KOH 2N. 

On remplit tout d'abord ia cuve de substrat, on y melange I'enzyme et I'on demarre le processus 
d'hydrolyse en discontinu a pH 7,3 a 70*C durant 25 min. 
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On poursuit alors le processus en continu a un debit tel que le temps de sejour total de rhydrolysat 
dans I'appareil soit de 240 min (47 min dans la cuve et 193 min dans le tube). On maintient dans la cuve 
une temperature de 70*C et un pH de 7,3. On maintient dans le tube une temperature de 70-C et on y 
laisse le pH flotter. de sorle qu'il diminue sponlanement de environ 7,3 a I'enlree a environ 6,72 a la sortie. 

On preleve et analyse des echantillons a la sortie du lube aux temps 0. 60, 120. el 180 min a compter 
de 240 min apres la mise en route du processus en continu. Ces echantillons presentent les pH et teneurs 
en azote amine indiques dans le tableau I ci-apres oij Ton a egalement reporte la quantite correspondante 
de KOH utiNsee pour maintenir le pH a 7,3 dans la cuve. 



70 



Tableau I 



76 



20 



25 



30 



Temps (min) 


pH 


azote amine (%) 


KOH (g/h) 


0 


6,71 


0.26 


124 


60 


6.72 


0,25 


123 


120 


6.73 


0.26 


125 


180 


6,71 


0.26 


125 



Les quantites de KOH Indiquees en g/h correspondent a une consommation moyenne de 44,375 g par I 
de la cuve pour un temps de residence de 47 min. 

On constate sur ce tableau I que les caracteristiques presentees par I'hydrolysat ne varient pratique- 
ment pas, quel que soit le moment ou on en preleve et analyse des Echantillons a la sortie du tube. On 
verifle egalement par electrophorese de zone en gel de polyacrylamide (methode SDS-Page) que le profil 
peptldique avantageux de ces echantillons. majorite de petlts peptides, reste egalement remarquablement 
constant. 

Pour comparaison, on soumet le meme substrat a une hydrolyse enzymatique avec la meme enzyme, 
dans le m§me rapport enzyme:substrat, en dtscontinu dans une cuve de 2 I a 70'C a pH maintenu a 7.3 
durant 47 min. Apres ces premieres 47 min, on laisse le pH flotter. On preleve et analyse des echantillons 
au temps 47 min a compter du debut de I'hydrolyse. puis a differents temps jusqu'a el au-dela de 240 min. 
Ces echantillons presentent les pH el teneurs en azote amine indiques dans le tableau It ci-apres. 

Tableau II 



35 



40 



45 



60 



55 



Temps (min) 


pH 


azote amine (%) 


47 


7,30 


0.21 


67 


7,0 


0,22 


140 


6.77 


0,24 


197 


6.75 


0,27 


240 


6,72 


0,26 


300 


6.68 




360 


6,65 





La quantite de KOH utilisee pour maintenir le pH a 7,3 durant les premieres 47 min est de 45.5 g par I 
de la cuve. 

On constate sur ce tableau II que les caracteristiques presentees par i'hydrolysat obtenu en discontinu 
en cuve varient rapidement, egalement apres le temps de 240 min correspondant au temps de sejour en 
continu dans I'appareil utilise au present exemple 6. 

Ceci demontre Tun des avantages du present precede dans lequel aucune evolution du produit ne doit 
etre crainte qui soit comparable k celle qui se produit durant le temps necessaire a la vidange de la cuve 
dans un procEdE en discontinu. 

Exemple 7 

On met en oeuvre le present precede a I'aide d'un appareil semblable a celui decrit en reference a la 
Figure 1, dans lequel la cuve d'hydrolyse presente un volume de 5 I et le tube d'hydrolyse garni d'elements 
melangeurs statiques presente un volume de 9.6 I pour une longueur de environ 5 m. 
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On utilise comme substrat un concentrat de prot^ines de lactos^rum pr^sentant une teneur en matifere 
seche de 33% dont 7,5% de proteines. 

On utilise comme enzyme I'alcalase 2.4 L, a raison d'une quantite totale de 8% sur proteine, soit 4,4 
AU pour 100 g de maliere seche du substrat. De ces 8%, 2% sonl utilises dans la cuve et 6% sont ajoul^s 
5 a I'enlree du tube. 

On utilise comme reactif du KOH 2N. 

Au cours de deux essais distincts, on remplit tout d'abord la cuve de substrat. on y melange Tenzyme 
et Ton demarre le processus d'hydrolyse en discontinu a pH 7,3 a deux temperatures differentes, 72,5 et 
74* C, durant 40 min. 

10 On poursuit alors chaque processus en continu a un debit tel que le temps de sejour total de 
Thydrolysat dans I'appareil soit de 1 16 min (40 min dans la cuve et 76 min dans le tube). On mainttent dans 
la cuve des temperatures respectives de 72,5*0 et 74*0 et un pH de 7,3 pour chacun des deux essais. On 
maintient dans le tube une temperature de 72 • C et on y laisse le pH flotter. 

Les hydrolysats ainsi obtenus, correspondant aux temperatures de 72,5 'C et 74 'C dans la cuve, 

75 presentent des NPN respectifs de 97,2 % et 91,4 % et ont necessite I'usage de quantites respectives de 
205 g/h et 198 g/h de KOH pour maintenir le pH a 7,3 dans la cuve. On observe en outre par 
electrophorese de zone en gel de polyacrylamide (methode SDS-Page) qu'lls presentent un profil peptidi- 
que relativement etroit. 

Pour comparaison, on soumet le meme substrat a une hydrolyse enzymatique avec I'alcalase 2.4 L, a 
20 raison d'une quantite totale de 4% sur proteine, soit 2,2 AU pour 100 g de matiere seche du substrat, en 
continu dans une cuve de 5 I a 70 • C durant 200 min a des pH respectifs de 6,4, 6.8, 7.3 et 7,8 au cours de 
quatre essais distincts. 

Les hydrolysats ainsi obtenus presentent des NPN compris entre 80 et 83% et ont necessite I'usage de 
quantites respectives de KOH, en g/h, de 33,4. 50.1. 60.2 et 77,2 pour maintenir leur pH a 6,4. 6.8, 7.3 et 
25 7,8. lis presentent en outre des teneurs respectives en azote amine de 0,17, 0.20, 0.21 et 0,22%. On 
observe en outre par test SDS-Page quils presentent un profil peptidique relativement large. 

Ceci demontre un autre avantage du present precede grace auquel on peut obtenir un produit 
presentant un degre d'hydrolyse eleve et un profil peptidique relativement etroit, par comparaison avec un 
produit obtenu par une hydrolyse enzymatique en continu en cuve qui presente un degre d'hydrolyse 
30 moins eleve et un profil peptidique relativement large. 

Exemple 8 

On met en oeuvre le present precede a I'aide d'un appareil semblable a celui decrit en reference a la 
35 Figure 1, dans lequel la cuve d'hydrolyse presente un volume de 2,8 I et le tube d'hydrolyse garni 
d'elements melangeurs statiques presente un volume de 11,6 I pour une longueur de environ 5 m. 

On utilise comme substrat un concentrat de proteines de lactoserum presentant une teneur en matiere 
seche de 33% dont 7,5% de proteines. 

On utilise comme enzyme I'alcalase 2.4 L, a raison d'une quantite totale de 7% sur proteine, soit 3,8 
40 AU pour 100 g de matiere seche du substrat. De ces 7%, 2% sont utilises dans la cuve et 5% sont ajoutes 
a I'entree du tube. 

On utilise comme reactif du KOH 2N. 

On remplit tout d'abord la cuve de substrat, on y melange I'enzyme et Ton demarre le processus 
d'hydrolyse en discontinu a pH 7,8 a 70*0 durant 25 min. 

45 On poursuit alors le processus en continu a un debit tel que le temps de sejour de Thydrolysat soit de 
45 min dans la cuve et 170 min dans le tube d'hydrolyse, au total 215 min. On maintient dans la cuve une 
temperature de 70*0 et un pH de 7,8. On maintient dans le tube une temperature de 70*0 et on y laisse 
le pH flotter. de sorte qu'il diminue spontanement de environ 7,8 a I'entree a environ 6,67 a la sortie. 

Dans un tube d'inactlvation garni d'elements melangeurs statiques branche en s^rie a la sortie du tube 

50 d'hydrolyse. on inactive I'hydrolysat durant 18 min a 90*0. Dans un tube de refroidissement garni 
d'6l6ments melangeurs statiques branch^ en s^rie en aval du tube d'inactivation , on refroidit Thydrolysat ^ 
temperature ambiante. 

A la sortie du tube de refroidissement, on preleve et analyse des echantillons correspondants aux 
temps 0, 60, 120, 180 et 240 min compt^s a la sortie du tube d'hydrolyse a partir de 215 min aprfes la mise 
55 en route du processus en continu. Ces echantillons presentent les pH, teneurs en azote amine, blocages de 
lysine el NPN indiques dans le tableau III ci-apres ou I'on a egalement reporte ia quantite correspondante 
de KOH utilisee pour maintenir le pH a 7,8 dans la cuve. 
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Tableau III 



Temps (min) 


pH 


azote amine (%) 


KOH (g/h) 


blocage lysine 


NPN (%) 


0 


6,67 


0,26 


125 


16,3 


95 


60 


6.68 


0,25 


124 


16.2 


96 


120 


6.67 


0,26 


128 


16,3 


94 


180 


6,67 


0,27 


124 


16,2 


95 


240 


6,67 


0,26 


127 


16,1 


96 



On constate sur ce tableau III, comma on le voit egalement sur le tableau I de I'exemple 6, que les 
caracteristiques presentees par I'hydrolysat ne variant pratiquement pas, quel que soit le moment ou on en 
preleve et analyse des echanti lions a la sortie du tube d'hydrolyse. 

On examine egalement le profil peptidique et les proprletes hypoallergenlques du prodult obtenu dans 
les conditions selon le present exemple. en le soumettant a des tests HPLC, ELISA et serotonine-^H dont 
les resultats sont presentes plus loin aux tableaux V, VI et VII. 

Pour comparalson, on soumet 160 kg du meme substrat a une hydrolyse enzymatique avec la meme 
enzyme, a raison d'une quantite totale de 7% sur proteine, en discontinu dans une cuve, a 70 • C. De ces 
7% d^enzyme, 2% sont utilises pour une premiere partie de Thydrolyse a pH 7,8 durant 45 min apres 
lesquelles on laisse le pH flotter. Apres 60 min on ajoute les 5% d'enzyme restants et Ton continue 
I'hydrolyse a 70*C et a pH flottant jusqu'a 215 min et au-dela. 

On soutire 20 kg d'hydrolysat apres 120 min a compter du debut de I'hydrolyse. On fait de meme 
apres 150, 180, 200, 250, 300 et 360 min. En cours de route, on preleve un echantillon pour analyse apres 
215 min. 

Les hydrolysats correspondant aux divers prelevements et echantillons sont imm§diatement inactives 
(dans un echangeur de chaleur. 18 min a 90 'C), puis refroidis a temperature amblante (dans un ^changeur 
de chaleur), et analyses, lis presentent les pH. teneurs en azote amine (% sur poudre k 97% de mati^re 
seche), blocage de lysine et NPN indiques dans le tableau IV ci-apres. 

Tableau IV 



40 



Temps (min) 


pH 


azote amine (%, poudre) 


blocage lysine 


NPN (%) 


60 


7,56 








120 


6,97 


0.60 


15,3 




150 


6,87 


0,63 


17,2 


90 


180 


6,82 


0.66 


18.2 


94 


200 


6,80 


0,68 


18.3 


95 


215 


6,80 


0.68 


18.9 


95 


250 


6,79 


0.69 


19.4 


96 


300 


6,77 


0,71 


19.5 


96 


360 


6.76 


0.74 


19.6 


97 



45 On constate sur ce tableau IV, comme on Tavait fait sur le tableau II de I'exemple 6, que les 
caracteristiques presentees par i'hydrolysat obtenu en discontinu en cuve varient rapidement, egalement 
apres les 215 min correspondant au temps de sejour en continu dans I'appareil utilise au present exemple 
8. 

Ceci confirme I'un des avantages du present precede dans lequel aucune evolution du produit ne doit 
60 etre crainte qui soit comparable a celle qui se produit durant te temps n^cessaire a la vidange de ta cuve 
dans un un proced^ en discontinu. 

On examine Egalement le profil peptidique et les propri^tes hypoallerg^niques du produit obtenu dans 
les conditions selon I'exemple comparatif ci-dessus, au temps 215 min, en le soumettant a des tests HPLC, 
ELISA et serotonine-^H dont les resultats sont presentes cl-apres aux tableaux V,VI et VII. 
55 On realise des tests analogues sur le produit obtenu en cuve en continu dans les conditions 
correspondant a pH 7,3 presentees pour comparaison a I'exemple 7 et on les presente egalement dans les 
tableaux V, VI et VII ci-apres. 
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Tableau V 



Profil peptidlque (test HPLC) 


Procluit selon 


Pourcents de peptides compris dans les domaines comprls dans les limiles de 
poids moteculaires exprimees en kDatton 


>14 


14-6 


6-3,5 


3,5-1.0 


< 1 


Example 8 


5 


7 


9 


30 


49 


Comparaison (cuve disc) 


4 


7 


10 


31 


48 


Comparaison (cuve cent) 


21 


13 


9 


24 


33 



Les resultats des tests selon ce Tableau V illustrent bien le fait qu'un hydrolysat obtenu en continu par 
le precede selon la presente invention peut presenter un profit peptidique au nnoins aussi etroit et aussi 
centre sur les petits peptides qu'un hydrolysat obtenu pour comparaison en cuve en discontinu, alors que le 
profil peptidique presente par un hydrolysat obtenu pour comparaison en cuve en continu presente un profil 
peptidique beaucoup plus large deplace vers les grands peptides. 

Tableau VI 

20 



Test d'inhibition ELISA 


Produit selon 


Antigenicite residuelle exprimee en ug d'antigene par g de proteine 


BLG 


BSA 


CAS 


Exemple 8 


53 


20 


150 


Comparaison (cuve disc) 


41 


7 


141 


Comparaison (cuve cont) 


111 


> 1000 


319 



30 

Tableau Vlt 



Test de relachement de serotonine-^H 


Produit selon 


Antigenicity residuelle exprimee en ug d'equivalent BLG 
pour le relachement par g d'equivalent proteine 


Exemple 8 

Comparaison (cuve disc) 
Comparaison (cuve cont) 


20 
5 
50 



Les resultats des tests selon ces Tableaux VI et VI! illustrent le fait qu'un hydrolysat obtenu par le 
procede selon la presente invention peut etre au moins autant hypoallergenlque qu'un hydrolysat obtenu 
45 pour comparaison en cuve en discontinu, alors qu'un hydrolysat obtenu pour comparaison en cuve en 
continu n'est pas hypoallergenique. 

Exemple 9 

60 On met en oeuvre le present procede de la maniere decrite a Texemple 7 dans les conditions 
correspondant h une temperature de 72,5 'C dans la cuve. Le tube est subdivls^ en neuf segments. Des 
echantillons sont pr6lev6s entre deux segments successifs au fur et ^ mesure que Thydrolyse en continu 
progresse apres le demarrage en discontinu. Des echantillons sont preleves a la sortie du tube au meme 
rythme, des que la duree de I'hydrolyse en continu atteint le temps correspondant au temps de residence 

65 du produit dans le tube. 

On determine la leneur en azote amine des echantillons. On divise chacune de ces teneurs par la 
teneur d'equllibre vers laquelle tend I'hydrolysat. Sur un systeme de coordonnees. on reporte en ordonnee 
les quotients obtenus et en abscisse les quotients des temps de prelevement des echantillons divises par le 
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temps de s^jour de rhydrolysat dans I'appareH. 

On obtient une courbe sigmo'We croissant a partir de Tabscisse 0,8, coupant la verticale de I'abscisse 
1 ,0 aux deux tiers de sa valeur maximale et atteignant sa valeur maximale, autrement dit touchant 
I'horizontale de I'ordonnee 1,0 a la verticale de I'abscisse 1,2. 
5 Pour comparaison, on realise le meme essai, a rexception du fait que Ton utilise un tube vide 
presentant par ailleurs les memes dimensions que le tube garni d'elements melangeurs statiques. 

On preleve des echantillons dans les memes conditions, on etablit les memes quotients et Ton trace la 
courbe correspondante de la meme maniere. 

On obtient une courbe sigmoYde croissant a partir de I'abscisse 0.6, coupant la verticale de I'abscisse 
10 1,0 a la moltie de sa valeur maximale et n'atteignant sa valeur maximale, a savoir 1,0. qu'au dela de la 
verticale de I'abscisse 1 ,8. 

Ceci demontre deux autres avantages encore du present procede, a savoir d'une part la rapidite avec 
laquelle un regime stationnaire peut etre atteint. et d'autre part rhomogeneite que presente le present 
hydrolysat a la sortie du present appareil. 

76 

Revendications 

1. Procede d'hydrolyse enzymatique de proteines, dans lequel on soumet un substrat proteique a une 
hydrolyse avec une enzyme proteolytique, comprenant une premiere etape d'hydrolyse enzymatique 

20 en cuve sous agitation, et une deuxleme etape d'hydrolyse enzymatique en tube. 

2. Procede d'hydrolyse enzymatique, en continu, selon la revendication 1. dans lequel on realise ladlte 
deuxieme etape d'hydrolyse en tube garni d'elements melangeurs statiques. 

25 3. Procede selon la revendication 1. dans lequel ledit substrat est une matlere premiere alimentaire riche 
en proteines. notamment des farlnes ou semoules de graines ou de tourteaux d'oleagineuses. des 
levures ou bacteries alimentaires. de la chair animale ou de poisson hachee. ou des laits ou derives du 
lait, sous forme de particules en suspension aqueuse ou de suspension aqueuse. 

30 4. Procede selon la revendication 1. dans lequel ledit substrat proteique est un substrat lactoserique 
contenant les proteines du lactoserum, notamment un lactoserum doux de fromagerle ou un lactoserum 
acide de caselnerie, tel quel ou sous forme demineralisee ou delactosee, liquide ou reconstitue. 

5. Precede selon la revendication 1. dans lequel I'enzyme proteolytique est cholsie dans le groupe forme 
35 par la trypsine, la chymotrypsine, la pancreatine, les proteases bacteriennes, les proteases fongiques et 

leurs melanges. 

6. Procede selon la revendication 1 , dans lequel on melange I'enzyme proteolytique et le substrat a ratson 
d'une quantlte d'enzyme presentant une activlte de 0.1-12 AU pour 100 g de matlere seche du 

40 substrat. 

7. Procede selon la revendication 1. dans lequel on realise la premiere etape durant 10-60 min tout en 
ajustant le pH et la temperature a des valeurs favorables a I'activlte de I'enzyme. et I'on realise la 
seconde §tape durant 1-8 h en ajustant la temperature a une valeur egale ou superleure. notamment de 

45 0-1 0'C. a la temperature de la premiere etape. 

a Appareil pour la mise en oeuvre du procede selon la revendication 1. comprenant une cuve d'hydrolyse 
avec agltateur reliee en amont a un dispositif doseur de substrat et a un disposltif doseur d'enzyme, et 
reliee en aval a au moins un tube d'hydrolyse. 

60 

9. Appareil selon la revendication 8, dans lequel ledit tube d'hydrolyse est garni d'elements melangeurs 
statiques. 

10. Appareil selon la revendication 9, dans lequel ledit tube est dispose verticalement, son extremlte 
55 Inf^rieure dtant reliee a ladile cuve et son extremlte superleure debouchanl sur une condulte de sortie. 

11. Appareil selon la revendication 9. dans lequel lesdits disposltifs doseur de substrat et doseur d'enzyme 
comportent chacun un recipient d'alimentatlon relie a ladlte cuve d'hydrolyse. 

12 
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12. Appareil selon la revendtcation 11, comprenant en outre un dispositif doseur de reactif comportant un 
recipient d'alimentation relie a ta cuve d'hydrolyse par I'intermediaire d'une pompe volumetrique 
commandee par un pH-metre branch^ sur la cuve. 

5 13. Appareil selon la revendicalion 12, comprenant plusieurs tubes d'hydrolyse garnis d'^lements melan- 
geurs statiques, branches en serie en aval de la cuve par rinternnediaire de conduites de liaison reliees 
en amont au dispositif doseur d'enzyme et au dispositif doseur de reactif. 
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0 Precede et appareil d'hydrolyse enzymatique d© 
proteines, dans lesquels on melange une enzyme 
proteolytique et un substrat proteique, on realise une 
premiere etape d'hydrolyse en cuve sous agitation, 
et Ton realise une deuxieme etape d'hydrolyse en 
tube garni d'elements metangeurs statiques. 
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